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<£> £ £ IE ?U !C # n ffi to ft IE ?ij T' fe 5 , 

7° n - y B f4 , « to & Eft <£> - OS <Z> m « (75 jfi S IE ?IJ S fB fit 

to &IE S ' £773>^£a*<bft5 0 * #J Jw *3 It 5 7 7 7 ^ 

14 - * «( *» b * 5 o iu IE ~ * §If4 , & ft <£> a. ^ y h rt> b * 5 
ft M <D IE ?'J £ m-t o £ 7t , 7 7 7 ^' li , wixi#^aito»» 
*& tt -fr 1* , * 7c % Z ft <b {4 2 ^ (C $0 (5i ft 5 fg 51 ft; m t> 7jk 

* # (c ft ffl $ ft 5 IE 3?iJ F ' *j J; t>* IE ?ij S ' (4 . 1 a _L c75 
X ft & *T L / J: 0 » * L < (4 1 5»lOl|Ii[?rtf 5o 

^- — •> h o is: t + m & m 7 iz ^ -f o ^ 7 y y ¥ l <Dm&<n ^~ 

= yhO#l3-=yff±, l OiSft£tiHTJ:<, i 9 

& * L < 14 K) 1 5 Jft £ ft T* 5 0 7 7 y ^ F L (7) a. n ^ h ft 
f4 , fpj H T t> J: 1/ ^ J&s , J»tlfW^^$^ib4J.= 5/h/55$f*L 
V ^ o L ^ L , r. ti {Z m h tl 5 (D T* {4 <t v ^ 

1i^<7)^to^^^|H)B#{c^t±3i-5^-&:-,'4, #fi^co^-. 

D, DO, D 1 „ E D i7) 4 a. - F^b' l io77y^FL?r 
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&&-rzm&&mk-i-z>k. 9t-r . 2 2 m m <d =l =. y v % n 

f+L, Z <D b 2 li^ItR LT7'7>f "7 - t ft Z> S D^. 

— y b b , h 0 l^><DZfv^-^ — X'h^)ED^-=-y h > i" 5 
0 m 9 <D 2 0 S i (7) ^ ^ hSrl^T, €-&#)$E®e<E>«3gS 

, D l Ir^H-t 5 i , l 0 0«g(a£ft5l£KeiE?iJ£J£tti-t- 

sii^^i^-efc?. ( n 7 a ) 0 

2 2 « 3s w a - •> k tt , je mm: & <t $ n it m m & &\ iz. j: 9 

19: f+ T 5 C £ # # * L ^ , IE £t iff £ f b $ ft fc. % S IE m it T m 
fit ffi o T J3 9 , tUSETUWfl'fcttgeSLfc^'f ^ y v K »i 
®B)cL/n\ * , tl M IE ?'J i: tf> z? V y K ff£ f£ 2r PI * "f 

Sr ± tf 5 w t is pj if |- /jj 5 „ L fc # o T , ^mffiS^^-hi" 
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IE n T* ih 5 E D =l - - y h 3 „ :tibro#^ = f h f4 

J* tti (4 , If llEO/n-yA^n-^BS:, H Bt) I£ 

(115 a) ; i: l: i ^) ft 9 , ~ <a <>: £ , K*4(c-a 

s 0>J x 54 , fcffl^tis^tssft&s^ft&as i o oiiar 

T* *> 5 <b f4* » D 0 ^ — M4 , DO-H^DO-lOW 
10SSS<D=prt»<biS&£*L, 1 o D 1 a - y M-i , Dl-1 
i»6D 1 - 1 0 1 Of SO t t , A i bl5i$ll5 ( HI 7 A ) s 
£fc , n - y A , 7° o - 7' B , & J: XI ffl 6*J & £ ' W ^ 

y y -r if - > a >- (c & l tz & # t* — ^ &# m -y y^a^-i/g 
> l , ^ y y ^ ' -< if - > 3 > ff * 5 ( in 5 b ) o >r -f 

y ¥ << if — y a 0ij i ^ -r a 0 t'J: v N o 

a» i>5^wy y y >f if — -> a y 19 % :/ n — 7 A *3 4 U 

»■» 

& Iw , m&)&&tiz^'(yv f V X L t 7 p - 7' A iJ J: 0 7 

n - y B Sr il *S i" 5 ( HI 5 c ) 0 iS <7) ^ # f4 , 011 1 ^ -f- 
ii *) T* 4 0 

* , 77^FLroTmIll, SE ?U F ' & 4 S ' 4 "9 

S^JBlCKItt 5 w H s ft s L ^ a :tii:J: «9 * ^ a # & 

id *3 ft 3 ^ y ^ -< if — s ^ „ 7 <Y y — > 3 itff 
ft t$ ^ j& ft W 730 fft I tz It Ik £fl O m (C , ^ffi^^fD^T^k/i 
6 T 7 7 y if <D m t£ *■ BS <* ^ t *s pj £ X' o o 

& Iw , » P> tl tz -7 7 y if F L (75 tw n £ B / F ft M. T o . A 
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#ft{cte, zf u - y (a + b) \z Mt<§ £ ft 6 m & ft =f & , t 

e ) . 

flu E n *b *§ # tt > sse, f - x m <d m * . m » . mm. w 

# *T T' £> 5 a* , # £ L < lit'-Xt'fcS. 

#: (3 , ^ ^ # fc « is $ ft fc # fi x , 7° c - y ( a + b ) 

077->^FL5rfttL-*iCt§ ( m 5 f ) 0 6 ft 

* e <p <7) - ia ?ij f l ' i:*f LtPCR««iff45 (m 

5 g ) o Jb aiS L «£ 0 (C % f ft 7 7 y y F L l: S , 2 O (D ~f 
71 , v-E?iJSDfc,ti;ED^ffiiLtfe5 0 %oT, ~ <D 

7 s 7 - is j\\ * n m l x p c R^^^f ^cff^^#5 0 

x , P C R i; ffl t 5 2o©7°7^7-(o-j 

, tz t t£ S Die^ijl:, m-^^WcDfa&ft^-Zm&LXte 

< : H^f I :cH©PCR©»a4ft#tt, I5§+ 

I 7 7 y ^ F L IC ft # -r § B 

m^t, iPCRg/sro^Tt, m & ft -7- @ ti u 7t @ n 
zmm-t z> (m 5 i) 0 - c t* , mmt ts titzmfciz , tute 

. ^ t£ {C J; «9 IE ?"J F L ' £ Bfc £ , -:£iiIEJiJFLc7>^£g*i 

fei£±.x\E}i&-rz> ( m 5 i) 0 
^ v ^ t , mn ±.(d — j^wk? ? y v ie f l <d f&vt & ?t & ? 

0 s: -f , — ;£ ^ 7 7 y ^ IE ?'J F L as L tz Sfj IE @ *B & ffc £ 

1 0 f ( D 1 3- =■ y h «S D 1 - H> f> D 1 - D 1 0 fl) 



WO 01/25481 



PCT/JPOO/06919 



31 

i§ ) 0 # * , M^^i^^UfcDl-l' T^fbDl- 

1 0 ' "E^JO-oioit/^TOD 0 ' IE J'J ( D 0 - 1 ' h 
D 0 - 1 0 ' ) £ JD x. , 7 5 y^EWF LC^'f^U ^'fX 

"t" & o 

3 y I: J: >5 S ^ t 5 o wit, 7^ ^'-'> 3 

t:J; V & tilzft * &WLft\z.&WLlr Z> . 

i^Ht^i^^fc^t^^-ogtffli, ^ #5 D 0 - 1 tf» 5> 

DO - 1 0 ©St^f^Blift LfcD N Af 7 7S fcliDN 

A t f 7 y «f K St L T , ^^7'!) ^^Xt5:ilU 9 ?T 

? : t f 5 „ # . DNA^r-^t'^yfi. D 0 - 1 ^ ib 
DO-1 Otl 0 I? 5* # tt b n t> O £ B# ^ 31 "C £ 5 

<D Z. tb tw £ K) ft #f ti S £ # 5 T- *> 5 9 o 

0flS.fi, #1 - 1 i»?)D0 - 1 0 i, D 1 - 

0 b D 1 - 1 0 OE?iJ^ffl^T7 7 -y if "F L ?r lx I + L fc ±J 

^ % 1 7 A» 1 03 {£ g tw it D 0 - 1 \Z *B ia -T S IS 55 s n ^ $ 

*i , wmz titzD 1 - 1 ' . ft * .k.m & £ ti tz tfcWt. ft * 6 3 fc 

^ -f 7 v v 4 x $ n s 0 anc , & <o & a 5- tt n \z. & <o *b m 
(7) is s & , ^aii-^DNA^^tf^iMw^j-L-cfflv^-s ( m 7 

B ) <Jr ft? tff # S a f? x. 5 o 

- I t* !i , 1 0li(O^-7 H £ ffl ^ fc. 0fl £ m if tz fr , =■ 

=• y v <d m m i-t i o aaiips tils io-ciiJjc < , * ti t 
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ft, ti U ± T* <b «t V ^ 

::t'tfflt5 ^DNA^rtf^j <t fit , « 1$ & £ & 

as -r s ^ m g -c >9 , z <d ft m \z m m ft & m m -t z> m 

*IIMiEyiJ^3B^$JxTJ3«3 , i£ f§ li IE ?"J lc ^ ft ^ ^ M 
t 5 : H: J: &«£ft#^£&iii-r<5§£S£^9 8 m 7 B 

#4 H T ^ Ltz$V>ftlz^ iPCl^^y n-y'^Eft'S ^ <!: 
JiJ: <0 , pr] s# fc # < w^^j^^^^Hi-t-^r ^ t5> =T £6 "C 5 

o 

£ , * ^ T' , ~7 =7 y 7 EJljFL©#3.= y h (2 IE 

& it 32 fL IE ?ij *s fl£ ffl Snt^5©tl, Hl$ix5 A/f ^ y V 
ft id J: <9 , ^ * ✓> -f y y £ Bfi Jh T- f , « v> ffi g <b ft 5 „ 

-e 5 % Wi m m <n mm <t & m & -t z> z t # *i m x & z> 

o * tz , * # (c J; 19 *g $i & y y J* tf £g £ D N A (D m. S IE 
T*tSU:SIl;|it5: i t^it^U, D N A # ^ K 
fc*f\\m LtzVcW&'ii o Z. k \z. & <o . # 31 21 <D tf $5 ^ . H> 

ic ig ii Lfr^tit^ite^tf^^sa^ftffT-rs z <t # ^ t£ 

ft 5 o S tz , = — K <k L 7t <D (C 3£ a IZ = — K ft: ^ & %• it *I 
X % 5 © t, '> fc ^ 3 fc° - <D & ft IE yij T' th o T t IE 5t \Z _§. 

T D N A 7^ -;/ 7° £ 7r }3 ^ t"7 y - TU-fS*<7):t£tB#I&<7)EJr 
^ t ^ IP ^ t O C > 7)5 "SI fig X' *> -5 o 
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::T-iit5 ri> 3 - Kg«? j £ tt , *> 5 & S IE & 

, IE % it £ <b & £ IE ¥\ X' m m £ Jx 6 = - Kl:S*t5 : i * 

* % c r x* ffl -r 5 r = - k r j£ j £ (i , fiu IE -e ^ m 

$ n fi = - k (7) 8* h- «j «r f? * ^ , 2x \z <t «9 7c(D mn^t m 

jtt5:i^i^, ± Si o U 5 j roisi 5 mcftl t 5. 

± ie <r> m 5 -c tt , i mme>m&)&&t&8im-tzm&7FLtL 
& , i^ii(7)77 7 ^ ie yij & & It -r ix , r & * x m & m 
z> z t iz x <o mmmm <n m & mm & m m iz & tts -r -5 ^ > t *r 

fit T* 5 o 

3. tz , 0ij 5 <D j£ ffl #J £ HI 6 ^ -f o HI 6 ^ L #J T* 14 , 

^tiit-5#^^^(CJ^C-C, DO 1 - D 1 1 d» <b D 0 1-D 

In ( w "C x n ( i S |[ T' 5 ) % -a tf 7 7 s> ^ IE ?'J i^R If 

£ ix 5 3 :il!:tiiJ5©Ila <»f> f t ISHHHtolt, II:, 

T (7) ± 9 ft ^ 3 - k S ft? £ f? 9 ( H 6 ) s SP *> , ft h ft tz 

- * i IE M F L ' II M L T , 2o07 s 7^7-E?ijSDioJ: 
VEDIrl^t, P CRgJ?lrt73 ( HI 6 g) 0 Z Z X m 6 
g h i (7) X m it , ^ii^yn-y^^ftgttnCoP 

<72 £ # x S D IE m IZ it fcT 5^ >- 9 <D m & ft £ & & L ' T *3 < 

r. £ a* # £ l ^ 0 © t top CRo»a4*#tt, Rfi-Lfc 

7 7 y y F L (Z fife # L T «fc ^ 0 ft ib ft - * 0 £ ftQ fE & # 
■7-i:Wi:^5^irSrfflv^TlHli|X-t--5 (H6h) . Z tl % m & 
L , gtf LT-*i!:t 5 (06 i) c ^ I ^ T , ?c^OFL 
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E?'J«D 1 1 — D In I: i ft t* i) 9 , J.o«B64fe«^#4- 
^jif:7'7^-^^^!)y^XLt#It5 (06 j) 
s # ?5 fc # D 1 1 ' - Din" £ , DO 1 - D 1 niS|fS 

T & £±5 i" 5 ( m 6 k ) 0 £ , 1!^ K J£ fi. v W T O J: 5 4 * 

ftcioTfeiittta w t^irii-efc5. bp , n - a 

t ~f o - y B ft- ig & L , 7 a o-7 , Bf:^4Lfc^^^f ^fc 
»'i T g n IE JiJ £ % ij ffl LtB/F^g|$:fTofc|t', P C R £ 
tr^-fic, # P> >l F L & fcni-5 r £ k *I fig T* fc 5 

s S n ' % m -T 5 IE ?'J li . 2 - y h T' 

i ^ o * it , <D i§ # , D 0 n IE ?ij *5 «fc D 1 n IE ?U £ 

D N A f 7 t f: I i + + t° 9 y — T U-f Ci^jb t Tffil^t 

«fc a ro^-^tD^ffifi, f i6 S ^ F L E S l: ^ ^ S ± 

<d m m -r z> m « tc id m & iz m & Ltzmizmmmn^n-^ l t 

#J 6 . H l£ 

# 38 91 # Jsfc a* , HRU:tffi-C*>5 Z. > * 7t ft 51 T 
roi 9*5l»4tT*ofc, /8 L tz IE ?U «k , ^ (D J ^% msZ £ 
U 8 iZ 7jk-f 0 

* 

( i ) ^ ft ie ?»j t s m is ?y 

{£ ffl 5 HI ft IE J'J ft , r-3 2-f 1 £ JB V * tz (D9) . 

* tz . ttm^&<o»*tt«:fli»"^sfe«>^0EaiftE^j t ^ 

IE ?"J # * ft 3 £ J* E ?ij «: ffl lfc„ £ m IE 7>J fi » f 1 - n e 
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g-r-3 2AB-C£>-5 (1119) 0 

( 2 ) 7° n - 7° t Wi ih m ei n 

-f n — -f A , b-1 6 A ffi ^ (H9) 0 ^n-^A 

i: t s ix 5 b li s ftf y^^t, * /-- , y n - y b li , p 

- 1 6 B - 4 8 ?rffi^fc (U9) 0 / n - y B (i , 7 =7 v 7 

F L £ ^ , Ptt!) >iSS:^t 0 yn-yBOF LE^iJl: 

?B *t E ?«J # , 4$ tB ffi IE ?ij T fc <9 > fl-r-48 £ ffi L ( 
H 9 ) o 

( 3 ) m m t> m 

± ie o 7° a - 7* m & m ^ t , aiwaEM^^ttisrit^yto & 

i" » * * , pH8. oroTEatjStts o o pmo l roy 

n - y B & i£ £ , i^ft(^^ttJffliE?IJO^^^^^L, 9 5 *C 
T'l^^Hy^a^-yayL, t^t, 7 ^ IB It T 2 5 

<c <t l - * it £ L fz 'o 

% h tl tz ~ * $Mfc L ft y n - y B £ , « W IE ?'J £ , 

^ n — 1 0 0 w 1 (D ^ 4 ¥ — is a > % &ffi 

Wt*P 2 0 U <h T a g DNA !) (New Eng 1 a 

nd B i o 1 a b tt JK ) S: ffl ^ T 7 >T ^ - •> a ySfl?*ff 

^ o D ~ (7) S J£ fi , 7 0ti>b5 5tit*5^Hiwttffl 

S * T If 5 - t -C ^ n — y A $5 X XI 7° n - ^ B £ fflf ft IS ?'J 
T - — & tKD % . Ta gDNAU^f-f ^IJOLt, 5 

5 <C T* l 5 ft m 7 << -7 s - *> 3 > s J£ £ *t & T* , ^ 

> £ m n L/c & ^ tf - X {c _L IE <D 7 4 ¥ — -> 3 > *s <D f£ £ 
AD ;t , 3 0 °C T* 7° \s = — K 7 Hr y */ a. ( pre-cold wash) 
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£ ft ft 5fcKJt£;£>«K6«jE?iJ«:-l(fc*L, P — 28. ft T* = — jv K 
* * y > ^ £• ?t ft V ^ 6*1 IE ^ ^ t 7t „ Jb « £• J$ * L & 
% TEiiffilr 1 0 0 Ml iiL, 7 Ott'ffiil, IP *> , * 
y h ■> ^- y > =■ ( hot wash) £ fr ft & i±J ffl IE 2: Is] IR L 

( 4 ) . £ 8 & & 

T ± Tf <b <b *i IE ?iJ £ t'7 ^1^0(|l:J: 9 tit tfcS L 

f: t) © t' $> 5 „ 7 s u £ * y ^ X' m & $ ti tz ± ffi iZ it % 9 -f 

y - •> 3 > S !- $ ft ft ri» o «R #J IE 3?iJ # * ft 5 r £ # 

^ $ ft 0 £ tz s =r — /u K £ * y > a {c J: t) m HX $ ft ± ft 

iz.it, 7 -r y - > a ^ K ft- $ n fc % s me ?ij m ft ie ?u ^ ^ 

ft _h : vf f tz (i , & ttJ ffl IE ?'J "a * ft s ^O^SflitSJff 
5*SWDNAi«ftaj$Jifc: i: # ^ $ ft . 

Hi l II, »WiE?U0)»ft£lE]iK$ftfctfctilflJE?iJ0>»ft 

t (o m % * j- u & -c *> 5 o lio^ftc jo^ti 

2JD L ^ ft IE ?IJ <£> ft ft £ , 0, 5, 10, 20, 2 5 *3 «fc XI 
5 0 nMi:^^^:4&^{Z^tiJ$tL^^ttJfflIE?iJ^>lHlJ|R^$r^ 

5 i 9 (c: , «R #J IE ?iJ <D SI ft j&s tf tin -T 5 m v > , 1£ ffi $ ft f- 4& 
ttJ ffl IE ?iJ <D S <b H9 tin L 0 Z. co c d: ft , ^ ^ fctj ^ 
ffl T* h Z> Z tcDiiEPJco 1 ot?£>5 0 

Hi 2tt, *^S©HH4(;oPT^WLf:ISI^^t 0 
HP *> , «R 6<3 IE ?ij (D - U cn m. S IE ?U ^ S ft 5 ^ A IE n % & thl ^ 
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izfttE L f: i d f , & iii m <D m & & iz i X 7jk 1- & 3k X- 

£> 5 c -b i£ <73 # kz *5 ^ T , m&)EZ&\ z: Wt1m-f Z> (D b m&f IZ 
, ^ ^ IE £ 0 . 0 5, 0 . 5tJiVl ^MTftJDLfc. -t 

<75 m . mi 2 ic ^ -r ii «9 , ^ a ie ?y <d # <£ is , m a m ie w 

(7) 0 l& $ ^ « £ £ * o 7t c fi£ o T , * tft tii * 14 , # 

ft IE ?'J £ # ^ ft & ffl T* # 5 r t HE ^ $ ti .fc „ 

* * m <D m . & IZ , xy = - KS^tf = - KS^»1t 

Stti £Htl:oi>t/Ttt*i:^T© J: 9 * * Ife £ *f * o 
tz 0 {£ m L IE ?ij £ HI 1 3 Al:^f 0 £ f- , «• 7 s n - ^ <b , 

7-1. 3i> = — KSJCSO«?fttt 

(" i ) n k m 

si "f > I G T P (D ^ d — 7*B IATP ( S ' ICTP + SD + D0, G t 
p + DIigtp + ED, 0.3nM) , *3«tU ? LRG-4 7 « 7 1 n-— 7' B L 
rg-4 7 (S' L R c _ 4 7 +SD + D0 L rg-47 + D1ictp + ED, 0.3nM) , 
I GTP^7 , n-yA ICTP (0.3nM) 1 U ft it <t LtW 

I G T P 1 6 ^ ^ 0 . 3 nMa> 5) 0. 0 0 3 n M £ , Taq 
DN A U *'-if (TaqDNAligase, New England B io 1 ab |± ) tC 
f*07>ry-->a > fll ffr ft * -C « L fc 0 

sg^, 7 o °c a> b i # w us 7t <9 3 °c (D m X T ff , 5 5 °c 

l: o fc > ; 5 T' 2 0 i - ^ h <7> y # - if £ g§ *p L , ft. * £ 
3 0 // L i: Lfc. ^ <75 t£ . 7^^--/ 3 yKl?^l 5^r B 1ff 
of: c (?) ^ , lOmg/mL^y^-rt' — X M - 2 8 0 * 
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h l/y h T fc' > (Dynabeads M-280 streptavidin) £ 1 n L "C 

flD L T , 1 5 5fr ixz'a t f: o ±f&£Rfe*Lrt:&, Tr i s 
EDTAlifi (£IT, TESrB§-T) ^2 0 m LiiDLt. 

- tL £ 6 0 <C T* gfc r% L , *S^ro/n - :/ A , 7" n - ^ B 

J: £>' H ft ^ IS IE ?U £ £fc # L tz ( SP , =i — /U K !) t y a J 
fi £ m. Sfe -C & 3 ) KDftif ^2§ffof: c _h ?f £ * L 
fc. $ , 2 0 ^ L(7)T E SriJD Lfc„ 9 5tt, =t is n — K £ 
*l 7i 7 7 ^* IE ?'J £ 0 & L 7t e LRG-4 yiC^i-S^^^ 

- K5(5C.o.V^t t , IrI ^ , S«lie?tfe5LRG-4 

~> 3 v-r^r Maotsi^fTofc, oi^n — k k j& % ft 

0 Z. b \Z & ►) Ig$nfc^n-yi:*fLt, S D IB ?U £: ED 

£ ffl (75 * * t°7 y - m ^ » n «t 9 w- si l ^ o 



( 2 ) . n & & & 

y - If ^ii:iLf:i^!:#f)ti5^I^ L tz h v> T* £> 5 
. I l 4 AioilFBC^ti 1 ) , W <D ^ ^ =* — F m 

7 - 2. xya-'KSSftwp C RtfiH^^itt 
( 1 ) ^^75& 

^ V = — K S Jfc m lw =fT 5 PCR(D-ift^itt?rWTO 



WO 01/25481 PCT/JP00/06919 

39 

6 ffi -t Z> tz £> <D -7 v y 7 IE ?'J t LRG-4 7Sr^ffii-Sfc«> 
©7 7 ^'E?iJl:o^t|Tofc e I GTPjoJ:t/LRG— 4 

7 & ft ffi f 6 ft (7) 7 7 y ^ IE ?IJ t± , # * S D IE t E D IE 
£ "a if o ft o T , I G T P ffi © 7 7 y^EJiJ t , L R G - 

4 7 ffi W 7 7 ^ ^E? 1 ! IC o ^ T s S D IE ?'J *3 J: TJ E D IE J'J £ 
i^T, #* , PCR*ffot, CRCiSJD LtPiE?iJ 

^ tt % 1 0 0 pMi>b 1 0 f Mi Lt„ £ f- , :©p c 

R tt , 9 4 °C T* 3 0 S> % 6 5 tt'6 0|\ 7 2 *C ~Q 3 0 g> & 
2 5 IhI » 9 iS L o 

( 2 ) H & m W: 

mizm Ltzm& b ti z>m Ltz t> <dv & z> o mi 6 tz 

7 - 3. 7* =» — KS^W#itt> titt 
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